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A Fibrose Quística é uma doença autossómica recessiva causada por mutações que resultam na 
redução da atividade ou expressão da proteína cystic fibrosis transmembrane conductance regulator na 
superfície das células. Desde a última década tem-se constatado avanços significativos na terapêutica 
farmacológica desta doença multissistémica, particularmente na utilização de pequenas moléculas que 
atuam diretamente na proteína CFTR, fisiopatologicamente responsável pela doença. O mecanismo de 
ação destes fármacos é ainda discutido e não se encontra completamente descrito. Para além disso, a 
combinação de leveduras com os novos moduladores da Fibrose Quística não foi ainda documentada. 
Deste modo, esta investigação tem como principal objetivo avaliar o impacto dos fármacos tezacaftor 
(VX-661), ivacaftor (VX-770) e lumacaftor (VX-809) na levedura Saccharomyces cerevisiae, através 
da caracterização do citoesqueleto (actina-F e microtúbulos). O impacto destes fármacos foi testado 
numa estirpe selvagem (BY4742) e numa estirpe derivada isogénica. Relativamente à distribuição de 
microtúbulos, não foi identificado um efeito após exposição aos compostos, o que sugere a ausência de 
um impacto sobre o ciclo celular da levedura. Adicionalmente, constatámos um efeito na distribuição 
da actina-F nas células de uma colónia de estirpe selvagem expostas a VX-770 e VX-809, tendo-se 
observado despolarização de patches e cabos e uma redução do número de cabos no córtex celular. Estes 
resultados podem indicar uma resposta ao stress mediada pela actina-F, sendo necessárias experiências 
adicionais para testar esta hipótese. No que diz respeito ao efeito dos compostos sobre a estirpe 
isogénica, não foi possível obter resultados reprodutíveis devido ao pequeno número de colónias e à 
variabilidade de crescimento após a transformação. 
 
 






Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive caused by mutations that lead to reduced activity 
or expression of the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator protein at the cell surface. 
Small-molecule drugs targeting directly the faulty protein developed within the last decade have led to 
remarkable progress in the treatment of this multisystemic disease. However, the precise mechanism by 
which these drugs act is yet to be fully understood. Moreover, there are no studies reporting on the 
combinations of yeasts with CF drugs. Thus, we aimed to investigate the impact of the CF drugs 
tezacaftor (VX-661), ivacaftor (VX-770) and lumacaftor (VX-809) in a yeast model of Saccharomyces 
cerevisiae. To do so, we have assessed the impact of the CF drugs on cytoskeleton (F-actin and 
microtubules) in two strains – wild type (BY4742) and an isogenic strain to wild type. We found no 
effect on microtubules distribution after VX drug exposure, which suggest that these have no impact on 
the yeast cell cycle. On the other hand, we found that VX-770 and VX-809 had an effect on the F-actin 
distribution in one wild type colony, having observed depolarization of both patches and cables and a 
reduction in the number of cables in the cellular cortex. These findings may indicate a stress response 
mediated by F-actin, yet additional investigations are warranted to test this hypothesis. We could not 
determine the effect of VX drugs on the isogenic strain, as non-reproducible results were observed due 
to growth variability between colonies and the small number of colonies obtained after transformation. 
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 Fibrose Quística 
A Fibrose Quística (FQ) é uma doença hereditária rara que se transmite de forma autossómica 
recessiva, e é maioritariamente diagnosticada em indivíduos caucasianos1. Fisiopatologicamente, é 
causada por mutações no gene que codifica a proteína reguladora da condutância transmembranar da 
Fibrose Quística (Cystic Fibrosis transmembrane conductance regulator - CFTR)2–4, a qual se encontra 
na membrana apical de vários tecidos epiteliais exócrinos5,6. 
Globalmente, a FQ afeta aproximadamente 70000 pessoas7, das quais cerca de 48000 na 
Europa8. Atualmente, pelos avanços significativos na gestão terapêutica9 destes doentes, tem-se 
verificado um aumento da sobrevida, para uma média de 44 anos nos EUA10 e 31 anos na Europa8. 
A CFTR faz parte da superfamília de transportadores ATP-binding cassette (ABC)11–13 e 
funciona como canal aniónico para o cloreto e bicarbonato nas células epiteliais. Através da hidrólise 
de ATP é controla a abertura e fecho do canal CFTR sendo potenciado o transporte de cloreto e 
bicarbonato11,12. 
A proteína CFTR é um transportador com 1480 resíduos de aminoácidos3, constituída por dois 
domínios transmembranares (membrane spanning domain - MSD1 e MSD2) que formam o canal 
aniónico - ambos contêm 6 hélices transmembranares (M1-6), dois domínios intracelulares de ligação a 
nucleótidos (nucleotide binding domain - NBD1 e NBD2), que hidrolisam o ATP em ADP. A ativação 
da CFTR ocorre pela fosforilação do domínio R14 pela proteína cinase A (protein kinase A - PKA) 
dependente do cAMP 11,12,14,15 (Figura 1.1).  
A CFTR é sintetizada a nível do retículo endoplasmático (RE), onde é submetida a um extenso 
controlo de qualidade16. Posteriormente, desloca-se para o complexo de Golgi, onde é processada, sendo 
depois transportada para a superfície da membrana plasmática17,18. 
Uma das principais funções da CFTR é manter a homeostase iónica e aquosa em diferentes 
tecidos, em conjunto com o canal epitelial de sódio (epithelial sodium channel - ENaC)19,20. O 
desequilíbrio osmótico causado pela redução do transporte de cloreto e pela reabsorção de sódio pela 
ENaC19 resulta no compromisso da normal eliminação de muco e no aumento do pH pela diminuição 
da secreção de bicarbonato15,21.  
A desidratação das secreções e subsequente aumento da viscosidade do muco promove a 
obstrução crónica das vias aéreas, insuficiência pancreática e consequente mal absorção intestinal9. 
Embora muitos órgãos sejam afetados pela FQ o sistema respiratório é o mais frequentemente envolvido 
e constituiu a principal causa de morbilidade e mortalidade22,23.  
Atualmente estão descritas mais de 2000 variantes no gene CFTR24 que se prevê causarem FQ, 
em paralelo com uma elevada variabilidade fenotípica observada em doentes com o mesmo genótipo 
9,25.  
A mutação mais comum da FQ1 (a primeira mutação identificada2,3), origina a supressão de três 
pares de bases que codificam a fenilalanina na posição 508 da proteína CFTR. A F508del está presente 
em 81% dos doentes na Europa8 e 85% nos EUA10 e resulta na proteólise da CFTR imatura e na 









Este aminoácido medeia uma interação entre o domínio NBD1 e um loop citoplasmático do 
domínio MSD1, e a sua deleção impede a formação da estrutura terciária da proteína CFTR. Por 
conseguinte, a alteração na conformação de CFTR26 induz a retenção desta proteína no RE onde é 
rapidamente degradada pela degradação associada ao retículo endoplasmático (endoplasmic reticulum-
associated degradation - ERAD)15,16,27. 
Outros defeitos genéticos incluem mutações missense tais como a substituição da glicina pelo 
ácido aspártico na posição 551 do CFTR. Esta substituição ocorre no NBD1, num local de interface com 
o NBD2, e resulta no tráfego de G551D CFTR para a superfície da célula apical com reduzida 
probabilidade de abertura do canal (P0). Esta diminuição conduz a uma incapacidade de transporte de 
cloreto na presença de ATP18,28. 
1.1.1 Terapêutica moduladora da FQ 
O tratamento dos doentes com FQ requer uma abordagem multidisciplinar9,23. Avanços 
significativos na terapêutica farmacológica possibilitaram a descoberta de novos fármacos moduladores 
que têm como alvo a mutação da proteína CFTR. Estas moléculas são categorizadas nos seguintes: (1) 
corretores, os quais atuam como chaperones que facilitam o tráfego da CFTR mutada para a membrana 
citoplasmática, ou (2) potenciadores, os quais potenciam a atividade do canal de cloreto CFTR mutante 
dependente do cAMP na membrana plasmática18. 
Os indivíduos com a mutação G551D foram os primeiros a beneficiar de terapêutica com 
moduladores29. O potenciador ivacaftor (VX-770) promove a abertura de G551D CFTR18, aumentando 
a probabilidade de abertura (Po) e o transporte de cloreto30. O efeito do ivacaftor29,31 traduz-se na 
facilitação de um processo fisiológico normal, mitigando a probabilidade de doença pulmonar obstrutiva 
Figura 1.1 - Estrutura de CFTR. Como membro da superfamília ABC, CFTR é constituído por dois domínios 
transmembranares (MSD1 e MSD2), dois domínios intracelulares de ligação a nucleótidos NBD1 e NBD2, que hidrolisam o 
ATP em ADP, e um domínio regulador R. O canal abre quando o domínio R é fosforilado pela proteína cinase A (PKA) e 
quando o ATP é hidrolisado pelos NBDs. A CFTR transporta cloreto e bicarbonato11,12 e em conjunto com o canal epitelial de 
sódio (ENaC)19,20 mantém a homeostase iónica e aquosa em diferentes tecidos. F508 (a vermelho) está localizado entre a 





do pulmão30, o que consequentemente, tem demonstrado uma redução significativa do número da 
hospitalização em doentes com FQ32. Contudo, este modulador não é eficaz na maioria dos doentes com 
FQ29.  
O lumacaftor (VX-809) é um fármaco corretor que evita a degradação precoce de F508del CFTR 
promovendo o seu transporte para a superfície celular33. Este corretor corrige a destabilização da 
interface NBD1:ICL4 causada pela eliminação de F50834,35. Tal como o lumacaftor, o tezacaftor (VX-
661) aumenta o transporte de cloreto em células epiteliais com a mutação F508del36. No entanto, os 
ensaios clínicos têm demonstrado uma eficácia limitada29,37,38, em paralelo com efeitos adversos 
respiratórios associados a esta terapêutica29. 
Atualmente, a melhor estratégia terapêutica para a correção de F508del CFTR envolve a 
combinação de dois ou três moduladores, uma vez que esta demonstrou aumentar o volume expiratório 
máximo em 1 segundo (forced expiratory volume  - FEV1), nomeadamente em estudos com tezacaftor-
ivacaftor36, e lumacaftor-ivacaftor29 e elexacaftor-tezacaftor-ivacaftor39–41 assim como o aumento no 
transporte de cloreto36. 
Contudo, é fundamental reconhecer o mecanismo de ação destes compostos, assim como o seu 
potencial efeito nas células e eventual sinergismo, que não estão claramente descritos33,34,36. 
 Saccharomyces cerevisiae 
A levedura Saccharomyces cerevisiae é um organismo eucariótico, unicelular cujo genoma foi 
o primeiro a ser sequenciado42. Este organismo é reconhecido como modelo eucariota devido à ortologia 
entre genes de eucariotas superiores e à elevada conservação de mecanismos metabólicos43–45. Por este 
motivo, e pelo facto de ter um genoma de pequenas dimensões (cerca de 12000 kb)42, S. cerevisiae 
impulsionou a investigação de diversas áreas como o envelhecimento46–48, a divisão celular49–51 ou a 
resposta celular ao stress52–54.  
Uma das vantagens de utilização de S. cerevisiae é a capacidade de eliminação completa de um 
gene de interesse e a sua substituição por um gene marcador auxotrófico55,56. Neste contexto, após a 
transformação é possível selecionar os transformantes que contêm o plasmídeo desejado com o 
marcador nutricional necessário ao crescimento da levedura57,58. 
A evolução das metodologias genómicas e a utilização de mutantes com genes deletados 
possibilitou a identificação da função de diversas proteínas, os seus mecanismos de ação e respetivas 
vias metabólicas44. Atualmente, S. cerevisiae é igualmente reconhecida no desenvolvimento de fármacos 
e no rastreio da sua sensibilidade e resistência59. 
Algumas das propriedades da levedura são particularmente adequadas aos estudos biológicos e 
incluem o crescimento rápido, com tempos de geração entre os 90 e os 140 min60, a capacidade de 
sobreviver em diferentes condições61, e em meios completamente definidos, possibilitando a modulação 
da sua resposta fisiológica62,63. 
Por último, a levedura pode existir de forma estável em estados haploides ou diploides64. A 
utilização de estirpes haploides mutantes permite identificar mutações recessivas, i.e., determinar a 
função de determinado gene, por exemplo, na resposta ao stress celular44,65.  
1.2.1 Citoesqueleto 
O citoesqueleto consiste numa rede complexa e dinâmica de filamentos (estruturas proteicas 
formadas por várias subunidades associadas entre si por ligações não-covalentes) controlados por 
proteínas acessórias que determinam a sua distribuição e reorganização no citoplasma através de sinais 
intracelulares e extracelulares66–69. De modo geral, o citoesqueleto está envolvido no tráfego intracelular 




O citoesqueleto divide-se em microfilamentos, microtúbulos e filamentos intermédios e são 
constituídos por diferentes unidades estruturais. Com exceção dos últimos, verifica-se uma elevada 
conservação das unidades estruturais entre leveduras e eucariotas superiores51,69,70. Por este motivo, e 
pelo facto de existir uma estreita correlação temporal entre a progressão do ciclo celular e as alterações 
morfológicas, S. cerevisiae é utilizada como modelo no estudo do ciclo celular50.  
Adicionalmente, a divisão assimétrica neste organismo permite compreender o controlo da 
polaridade celular noutros organismos50,51. De facto, esta é uma característica particularmente 
importante e transversal entre S. cerevisiae e eucariotas superiores, e que deve ser mantida em células 
diferenciadas66. Células epiteliais polarizadas, como os enterócitos71, por exemplo, utilizam a rede 
organizada de filamentos para a manutenção funcional entre a superfície apical e basal. 
A polarização em S. cerevisiae condiciona o crescimento da gémula a partir de um único local. 
A organização polarizada dos microfilamentos direciona a síntese de novas proteínas para o local da 
gemulação66,72 e a orientação do fuso mitótico49,73. 
Os microfilamentos ou filamentos de actina são polímeros longos e flexíveis, constituídos pelas 
subunidades de actina globular (actina-G)69, sintetizados a partir de um único gene, ACT174,75. O 
filamento de actina é constituído por dois protofilamentos paralelos que se entrelaçam entre si. A actina 
existe em equilíbrio dinâmico entre dois estados, monómero (actina-G) e polímero filamentoso (actina-
F). A montagem de monómeros de actina num filamento envolve uma etapa inicial de nucleação69. 
Os filamentos de actina estão dispersos por toda a célula, concentrados sobretudo no córtex, 
abaixo da membrana plasmática69. Os microfilamentos intervêm em diversas funções celulares, tais 
como transporte intracelular e secreção proteica51, através da ligação com proteínas acessórias69,76, 
citocinese, regulação genética e polaridade51,66. Desempenham funções importantes como a 
osmorregulação77 e a regulação do stress oxidativo da célula78,79.  
Em S. cerevisiae estão descritas estruturas dinâmicas e que integram a actina-F como os cabos 
e os patches80. Os cabos são feixes de filamentos de actina, estão associados ao movimento de vesículas 
secretoras, RNAm, elementos do corpo polar de fuso e complexo de Golgi81. Estão descritos dois tipos 
de cabos, imóveis e móveis. Os cabos imóveis formados durante o ciclo celular estão associados à 
gémula e estendem-se a partir desta ao longo do eixo célula-mãe. Os cabos móveis são relativamente 
curtos e dispõem de uma orientação aleatória82. 
Os patches são uma rede densa de filamentos ramificados de actina, altamente móveis83,84, que 
em S. cerevisiae se associam em locais de secreção polarizada. Localizam-se nas extremidades dos 
cabos, orientando-os na membrana plasmática e estão intimamente associados aos endossomas72,81,85. A 
distribuição e reorganização destas duas estruturas (cabos e patches) é alterada consoante a fase do ciclo 
celular51,69 e em resposta a estímulos externos77,86. Segundo Karpova e colegas85 e Adams e colegas87, 
mutantes sem patches não são identificados. Por este motivo, foi formulada a hipótese de que os patches 
são essenciais para a viabilidade celular85,87.  
Os microtúbulos são polímeros cilíndricos rígidos e retos, constituídos por um heterodímero de 
α- e β-tubulina. O gene TUB2 codifica β-tubulina enquanto o gene TUB1 e TUB3 codificam α-
tubulina88. Os microtúbulos encontram-se organizados pelo corpo polar de fuso (spindle pole body - 
SPB)88, e dividem-se em intranucleares e extranucleares, cuja distribuição e tamanho varia consoante o 
ciclo celular73. Em leveduras, as funções dos microtúbulos estão limitadas a processos que envolvem o 







Atualmente, os mecanismos de ação dos moduladores CFTR e os seus efeitos nas células não 
estão completamente estabelecidos. Conjuntamente, não existe descrição sobre a combinação de 
leveduras e os novos moduladores da FQ. S. cerevisiae é reconhecida no desenvolvimento de fármacos 
e no rastreio da sua sensibilidade e resistência59. Adicionalmente, verifica-se uma elevada conservação 
entre mecanismos metabólicos e genes de eucariotas superiores43–45. 
 Por conseguinte, a utilização deste organismo como modelo de estudo permite esclarecer quais 
os efeitos biológicos comuns entre leveduras e eucariotas superiores dos que são restritos a leveduras. 
Trabalhos anteriores (BioISI Project2017, Lisete Fernandes BioISI/FCUL, ESTeSL/IPL; Carlos 
M. Farinha BioISI/FCUL; Laurent Kuras I2BC, FR) levaram à identificação de uma resposta molecular 
dos moduladores em S. cerevisiae.  
Este trabalho (integrado no projeto IPL/IDI&CA 2018/Yeast&CF_ESTeSL) tem como 
finalidade desenvolver uma investigação adicional de forma a clarificar os efeitos moleculares que 
podem ser comuns entre leveduras e mamíferos e os que são restritos a leveduras. Desta forma, 
pretendeu-se caracterizar dois filamentos do citoesqueleto (actina-F e microtúbulos) em S. cerevisiae 
com tezacaftor (VX-661), ivacaftor (VX-770) e lumacaftor (VX-809). 
1.3.1 Objetivos específicos 
a) Construção de estirpes de levedura TUB1-GFP a partir das estirpes ancestrais dos trabalhos 
anteriores (BioISI_Project2017). 
b) Visualização do citoesqueleto por microscopia de fluorescência após a exposição das células 
a tezacaftor (VX-661), ivacaftor (VX-770) e lumacaftor (VX-809), nas condições 
previamente otimizadas em BioISI_Project2017. 
▪ A integridade dos microtúbulos será avaliada nas estirpes construídas em a); 
▪ A integridade de actina-F será avaliada simultaneamente com TUB1-GFP nas 











2.  Materiais e Métodos 
 Estirpes e condições de crescimento 
Neste trabalho foram utilizadas duas estirpes de levedura Saccharomyces cerevisiae ancestrais 
às utilizadas no trabalho anterior (BioISI_Project2017), nomeadamente a estirpe selvagem (BY4742, 
Euroscarf) (#406) com o genótipo MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ091, e uma estirpe derivada 
isogénica desta (#93).  
Ambas as estirpes foram mantidas em stocks de glicerol a -80 °C92–94. Antes da sua utilização 
foram repicadas para uma placa de meio peptona-dextrose (yeast extract peptone dextrose agar - YPD) 
e incubadas durante 2 d a 28 °C. As células das estirpes #93 e #406 foram novamente repicadas para 
uma segunda placa de meio YPD durante 2 d a 28 °C92,95,96. 
 Construção das estirpes   
As estirpes selvagem (#406) e isogénica (#93) foram transformadas, pela integração da cassete 
TUB1-GFP_URA3, por recombinação homóloga, pelo método de acetato de lítio97. 
Inicialmente, foram inoculadas duas pré-culturas98 em meio YPD líquido com células das 
estirpes #406 e #93 e incubadas a 180 rpm a 28 °C, durante aproximadamente 18 h até a DO600 nm atingir 
um valor superior a 360. Partindo das pré-culturas, a cultura foi inoculada em 5 mL de meio YPD líquido 
com DO600nm de 0.2, e incubada durante 5 a 6 h, 180 rpm a 28 °C.  
O sedimento foi obtido após centrifugação de 4,5 mL de cultura, e ressuspendido em água 
destilada esterilizada. Após a segunda centrifugação, o sedimento foi ressuspendido com 200 µl 
LiAc/TE99–101 (LiAc 0.1M; Tris-HCl 0.1mM pH 8; Na2EDTA 1mM pH 8). A 50 μL foram adicionados 
3 µl de DNA transformante98,101, 4 µl de DNA carrier mix97,99,101 [DNA, esperma de salmão (5mg/mL)] 
e 300 µl de LiAc/PEG100,102 [40% (m/v) PEG 3350; Na2EDTA 1mM pH 8; Tris-HCl 10mM pH 8; LiAc 
0.1M], a 28 ºC, com agitação orbital durante 30 min. As células foram incubadas durante 20 min a 42 
ºC e durante 30 min a 4 ºC101,103,104. 
Após a incubação, as células foram recolhidas por centrifugação e o sedimento ressuspendido 
em 300 µl de água destilada e esterilizada. Cada 100 µl foi espalhado em meio ácido casamino 
(casamino acids - CAA) sólido e seletivo sem uracilo (URA). A incubação ocorreu a 28 °C durante 4 a 
5 d. 
A cassete TUB1-GFP_URA3 contém um marcador seletivo, o gene URA3. O gene URA3 
codifica a enzima orotidina 5´-fosfatase decarboxilase (ODCase) que catalisa uma reação na síntese de 
pirimidina. A presença do gene URA3 restaura a atividade de ODCase promovendo o crescimento das 
células em meio seletivo sem uracilo105.  
As colónias dos transformantes com crescimento visível foram repicadas numa placa de meio 
sólido e seletivo CAA-URA e incubadas a 28 °C durante 4 a 5 d. As células foram repicadas em placas 
de meio YPD e incubadas a 28 °C durante 2 d.  
A pré-cultura líquida de meio sintético e completo (SC) foi inoculada com células da placa de 
meio YPD e incubada a 28 °C e 180 rpm, durante pelo menos 18 h. Partindo da pré-cultura, a cultura 
foi inoculada em 5 mL de meio YPD líquido com DO600nm de 0.2, e incubada durante 5 a 6 h, 180 rpm 
a 28 °C.  
O sedimento foi recolhido a partir de 1 mL de cultura após centrifugação e ressuspendido com 





 Microscopia de fluorescência 
A pré-cultura líquida de SC foi inoculada a partir da placa de meio YPD e incubada a 180 rpm 
a 28 °C, durante 18 h e até a DO600 nm atingir 3. A cultura foi iniciada com DO600 nm de 0.2, e incubada 
com 28 °C, 180 rpm, durante 5 a 7 h. Após atingir DO600 nm  ≈ 0,7 106 a cultura foi subdividida em cinco 
grupos e adicionados 5 µl (10 mM) de Tezacaftor (VX-661) (S7059, Selleck Chemicals), Ivacaftor (VX-
770) (S1144, Selleck Chemicals), Lumacaftor (VX-809) (S1565, Selleck Chemicals) e dimetilsulfóxido 
(DMSO) (#STBH 9942, SIGMA)107. As culturas foram incubadas a 28 °C, 150 rpm. 
2.3.1 Fixação celular, marcação da actina-F e marcação nuclear 
Após 30 min de incubação foi retirado da cultura uma alíquota de 1 mL e adicionado formaldeído 
(Merck, ref.: K40308703 931) 108–110 a uma concentração final de 3,7%. Após 10 min de incubação a 28 
ºC com agitação orbital, o sedimento foi recolhido por centrifugação (13000 rpm, 20 °C) e ressuspendido 
em 900 µL de PBS (130 mM NaCl, 2 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 10 mM EGTA, 2 mM 
MgCl2) e 100 µL de formaldeído a uma concentração final de 3,7%.  
Após 60 min de incubação com agitação orbital o sedimento foi centrifugado e as células foram 
lavadas três vezes com 500 µL de PBS. O sedimento foi ressuspendido em 50 µL PBS, e incubado com 
2 µL de isotiocianato de tetrametilrodamina (tetramethylrhodamine isothiocyanate - TRITC) conjugada 
com faloidina (76.6 µM) (P1951, Sigma-Aldrich) 76, durante 60 min, 28 °C, com agitação orbital. 
O sedimento foi lavado três vezes com 100 µL de PBS e ressuspendido com 3 µL de PBS, 1 µL 
de dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindole (4',6-diamidino-2-phenylindole – DAPI) (5 µg/µL in 
PBS) (D9542, Sigma-Aldrich) e 5 μL de DABCO em glicerol a uma concentração final de 80% 
(DABCO: D2708, Sigma-Aldrich) (Glicerol: Nzytech, ref.: MB16101), dos quais 3 μL foram utilizados 
para preparar as amostras para observação ao microscópio. As lâminas foram seladas com lamela e 
verniz. 
2.3.2 Aquisição de imagem 
As células foram visualizadas no microscópio Leica DM5500B (objetiva de 100× óleo), com a 
câmara EL600 e três filtros: A4 para DAPI, Y3 para CY3/TRITC e L5 para GFP/FITC. A aquisição de 
imagem foi realizada com o sistema LasAF versão 4.40 e processamento de imagem ImageJ 1.52a. Para 
cada painel, as imagens foram adquiridas com o mesmo tempo de exposição. As células cuja marcação 
da actina foi realizada no mesmo dia, foram fotografadas no mesmo dia. 
 Avaliação da sensibilidade celular aos moduladores VX 
O efeito das VX-661, VX-770 e VX-809 na proliferação celular das estirpes #406 e #93 foi 
determinado a partir das curvas de crescimento (metodologia descrita no ponto 2.3). A densidade óptica 
DO600 nm foi obtida imediatamente antes da adição dos compostos às culturas, tempo 0 (em mid log-






3.  Resultados 
 Validação dos procedimentos experimentais 
De forma a determinar a validade de cada experiência, foi analisado o intervalo de tempo entre 
os diferentes procedimentos experimentais e a quantidade de células sem α-tubulina visível. 
O período máximo entre o descongelamento e a fixação foi cerca 30 dias e tem em conta o tempo 
do crescimento celular e a execução dos procedimentos experimentais durante o fim de semana. Foram 
realizadas quatro transformações, das quais apenas duas cumpriram o intervalo de tempo ótimo, desde 
a descongelação das células até à fixação, nomeadamente, as colónias E e F da transformação 2 (Figura 
3.1).  
Com este trabalho, pretendeu-se avaliar filamentos do citoesqueleto, sendo crucial analisar 
células com tubulina e actina-F identificáveis e em simultâneo, por microscopia de fluorescência. Por 
conseguinte, numa primeira análise foi contabilizada a quantidade células sem α-tubulina visível. 
A Tabela 3.1 evidencia dois grupos de colónias distintos, o primeiro com maior quantidade de 
células sem α-tubulina visível (entre 24% e 82%), e o segundo com menor quantidade de células sem α-
tubulina visível (entre 1% e 20%). 
A partir da transformação 1 obtiveram-se quatro colónias da estirpe selvagem com a integração 
da cassete TUB1-GFP_URA3, e nenhuma colónia da estirpe isogénica. A análise da variação dos valores 
normalizados da DO relativos ao DMSO de duas colónias (C e D) não foi possível, porque a primeira 
leitura da DO (obtida 3 h após a exposição das células aos compostos VX) foi realizada aos 30 min de 
exposição. 
Na transformação 2 foram obtidas duas colónias da estirpe selvagem, e nenhuma colónia da 
estirpe isogénica. 
A transformação de 23 de junho de 2019 foi a única na qual foram obtidas colónias das estirpes 
selvagem (transformação 3) e isogénica (transformação 5). No entanto, as mesmas células foram 
utilizadas na transformação anterior (2).  
Na transformação 4 foi obtida apenas uma colónia da estirpe isogénica (H). O crescimento de 
apenas uma colónia e a ausência do crescimento de colónias da estirpe selvagem no meio seletivo CAA-
URA pode comprometer a validação dos resultados obtidos. A análise do procedimento experimental 
da estirpe isogénica requer a comparação com a estirpe selvagem, que constitui o padrão das variações111 






Figura 3.1 - Validação dos procedimentos experimentais. Período (d) entre a descongelação e o tratamento das células, da 
estirpe selvagem (#406TUBGFP) e da estirpe isogénica (#93TUBGFP). 
 
Tabela 3.1 - Percentagem de células sem α-tubulina. A verde estão representadas as colónias com menor quantidade de células 
sem α-tubulina visível e a cinzento estão representadas as colónias com maior quantidade de células sem α-tubulina visível. 
 
 
A sensibilidade das estirpes selvagem (#406TUBGFP) e da isogénica (#93TUBGFP) aos 
compostos foi analisada após exposição das culturas em batch com DMSO, VX-661 (Tezacaftor), VX-
































































































































DMSO VX-661 VX-770 VX-809 
05/05/2019 1 
#406TUBGFP#1 A 73% 58% 60% 55% 54% 
#406TUBGFP#2 B 9% 6% 8% 8% 5% 
#406TUBGFP#4 C 55% 46% 75% 55% 56% 
#406TUBGFP#5 D 45% 46% 35% 24% 38% 
08/06/2019 2 
#406TUBGFP#1 E 2% 2% 3% 6% 5% 
#406TUBGFP#2 F 3% 4% 3% 3% 3% 
23/06/2019 3 #406TUBGFP#4 G 2% 2% 1% 2% 1% 
26/05/2019 4 #93TUBGFP#1 H 7% 4% 16% 8% 20% 
23/06/2019 5 
#93TUBGFP#1 K 75% 85% 80% 82% 80% 




 Estirpe selvagem BY4742 (#406TUBGFP) 
3.2.1 Análise dos procedimentos experimentais com menor quantidade de células sem 
α-tubulina visível  
Após a identificação dos procedimentos experimentais com menor quantidade de células sem α-
tubulina visível foi realizada uma segunda caracterização da actina-F, na qual, apenas as células com 
actina polimerizada e α-tubulina visível foram contabilizadas. 
Numa primeira análise, não se identificou um padrão comum entre os valores da DO 
normalizados relativos ao DMSO nas colónias B, E, F e G (Tabela 3.2). A variação das curvas nas 
colónias B, E e F é muito subtil, com uma amplitude compreendida entre 1.04 às 3 h e 0.9 às 24 h 
(Tabela 3.2 B – VX-809). Na colónia E, às 3 h, na cultura incubada com VX-770 identifica-se um 
aumento relativo ao DMSO, no entanto, este valor é discrepante comparativamente com as colónias B, 
C e E, em que se verifica uma redução do valor da cultura correspondente. 
Na avaliação da actina polarizada é identificada uma diminuição subtil nas culturas expostas à 
VX-661 e à VX-770, comparativamente com o DMSO. Nas culturas expostas à VX-809 esta variação é 
mais acentuada, com uma diminuição de actina polarizada relativamente ao DMSO que varia entre os 
15% nas colónias E (41% - 26%), C (43% - 28%) e G (38% - 23%) e os 23% na colónia B (51% - 28%) 
(Figura 3.2). 
Na avaliação da distribuição de cabos de actina identifica-se uma diminuição mais acentuada 
nas culturas expostas à VX-809, comparativamente com o DMSO (variando entre os 23% na colónia B, 
10% na colónia E, 18% na colónia F e 19% na colónia G) (Figura 3.3). Nas culturas expostas à VX-
661 esta variação é mais subtil, com exceção da colónia G em que se verifica um aumento de cabos de 
actina, comparativamente com o controlo (Tabela 3.3). 
Os gráficos E e F representam colónias da transformação 2. As condições do procedimento 
experimental foram as mesmas, e por este motivo são consideradas réplicas biológicas. Desta forma, as 
diferenças identificadas devem ser mínimas e resultar de variações biológicas. No entanto, o mesmo não 
se verifica. A variação de cabos e de actina polarizada não é semelhante entre as colónias E e F. 
A curva de crescimento da colónia G distingue-se das anteriores identificando-se uma variação 
uniforme nas culturas incubadas com VX-661, VX-770 e VX-809 às 3 h, seguida por um aumento na 
última leitura às 24 h. Em contrapartida, a curva da cultura sem tratamento corresponde a uma variação 
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Figura 3.2 - Valor relativo da DO (I) e quantificação de actina polarizada e cabos (II) da estirpe selvagem de S. cerevisiae 
após exposição às VX-661, VX-770 e VX-809. Colónia (B) da transformação 1. Colónia (E) e (F) da transformação 2. Colónia 





































































































































































GFP e Ph-TRITC 
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Figura 3.3 - Imagens representativas do citoesqueleto (actina-F e α-tubulina) da estirpe selvagem de S. cerevisiae, em células 
incubadas com DMSO, VX-661, VX-770 e VX-809 (10mM) durante 30 min. Colónia G da transformação 3. A primeira, 
segunda, terceira e quarta colunas correspondem, respetivamente, as imagens de microscopia de fluorescência de células a 
expressar actina-F marcada com TRITC conjugada com faloidina, α-tubulina, DNA nuclear e mitocondrial, e contraste de 
interferência diferencial. A quinta coluna corresponde à junção das imagens GFP (L5) e Ph-TRITC (Y3). A última coluna 
representa a distribuição de tubulina e actina-F. Seta: cabos, Bola: actina polarizada. Escala: 5 µm 
3.2.2 Análise dos procedimentos experimentais com maior quantidade de células sem α-
tubulina visível  
Foram identificadas quatro colónias com maior quantidade de células sem α-tubulina visível, o 
que condicionou a análise da actina polimerizada isoladamente. A ausência de células TUB3-GFP pode 
estar associada à reversão do processo de integração da cassete TUB1-GFP_URA3 durante a 
transformação, causada pela utilização de células velhas, com mais 30 d entre o descongelamento e a 
fixação. Este resultado impossibilita a análise conjunta de actina-F e microtúbulos, das quatro colónias 
acima referidas. 
Numa primeira análise não se verificam semelhanças entre o padrão de distribuição de cabos e 
actina polarizada, entre as réplicas biológicas colónias C e D. Apesar de ser identificada uma diminuição 
do número de células com actina polarizada em ambas as colónias, a variação entre os valores da colónia 
C, nas culturas incubadas com VX-661, VX-770 e VX-809 é pouco significativa. A diferença maior 
entre as colónias é identificada na distribuição de cabos da cultura exposta a VX-661, com aumento 
visível na colónia C (65%), oposto à diminuição acentuada na colónia D (25%) (Figura 3.4). Em ambas 




Na colónia A, representada na Figura 3.5 a diminuição do número de células com actina 
polarizada e cabos, nas culturas incubadas com VX-770 e VX-809 é visível. No entanto, o padrão da 
distribuição da actina polimerizada difere entre colónias na cultura incubada com VX-661. 
Relativamente ao valor relativo da DO identifica-se uma diminuição muito subtil e pouco 
significativa nas colónias incubadas com VX-661 e VX-809 às 3 h e às 24 h, e um aumento do valor 
relativo às 3 h da VX-770. 
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Figura 3.4 - Quantificação de actina polarizada e cabos, da estirpe selvagem de S. cerevisiae após exposição às VX-661, VX-
770 e VX-809. Colónias (C) e (D) da transformação 1. 
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Figura 3.5 - Valor relativo da DO (I) e quantificação de actina polarizada e cabos (II) da estirpe BY4742 de S. cerevisiae 




















































































































 Estirpe derivada isogénica (#93TUBGFP) 
Das cinco transformações realizadas apenas em duas foram obtidas colónias da estirpe isogénica 
(#93TUBGFP). 
Como está representado na Tabela 3.1, a colónia H da transformação 4 foi a única com menor 
quantidade de células sem α-tubulina visível. No entanto, nesta transformação não foi obtida nenhuma 
colónia da estirpe selvagem, o que compromete a validação dos resultados desta colónia, como referido 
anteriormente. 
Relativamente à distribuição da actina-F, identifica-se uma redução pouco significativa de 
cabos, nas culturas incubadas com VX-661, VX-770 e VX-809, e actina polarizada nas culturas 
incubadas com VX-770 e VX-809 Figura 3.6. 
A variação dos valores da DO relativa ao DMSO nas culturas expostas às VX é muito subtil, 
não sendo possível identificar diferenças significativas entre o efeito das VX e o DMSO nas células 
(Figura 3.7).  
A Figura 3.8 representa as duas colónias (K e L) com maior quantidade de células sem α-
tubulina visível, obtidas na transformação 5. Numa primeira análise, não se identifica uniformidade de 
resultados nas colónias K e L, o que seria de esperar entre réplicas biológicas. A variação das curvas 
nas colónias é bastante discrepante às 3 h, com uma diminuição dos valores relativos ao DMSO, na 
colónia K e um aumento na colónia L.  
O padrão da distribuição da actina polimerizada é igualmente discrepante. Na colónia K, 
identifica-se uma diminuição da actina polarizada e cabos nas culturas expostas às VX, em oposição ao 
aumento da cultura exposta à VX661, na colónia L, nas mesmas condições. 
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Figura 3.6 - Valor relativo da DO (I) e quantificação de actina polarizada e cabos (II) da estirpe BY4742 de S. cerevisiae após 
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Figura 3.7 - Imagens representativas do citoesqueleto (actina-F e α-tubulina) da estirpe isogénica a BY4742, em células 
incubadas com DMSO, VX-661, VX-770 e VX-809 (10mM) durante 30 min. Colónia (H), da transformação 4. A primeira, 
segunda, terceira e quarta colunas correspondem, respetivamente, as imagens de microscopia de fluorescência de células a 
expressar actina-F marcada com TRITC conjugada com faloidina, α-tubulina, DNA nuclear e mitocondrial, e contraste de 
interferência diferencial. A quinta coluna corresponde à junção das imagens GFP (L5) e Ph-TRITC (Y3). A última coluna 
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Figura 3.8 - Valor relativo da DO (I) e quantificação de actina polarizada e cabos (II) da estirpe isogénica a BY4742 de S. 
cerevisiae após exposição às VX-661, VX-770 e VX-809. Colónias (K) e (L) da transformação 5 
3.3.1 Os moduladores VX não influenciam a distribuição de α-tubulina durante o ciclo 
celular 
A estrutura e a polaridade dos microtúbulos foram mantidas nas culturas expostas a VX-661, 
VX-770, VX-809 e na cultura controlo (DMSO). Adicionalmente, não foram observadas alterações 
morfológicas nas células, independentemente da variação da distribuição de actina polarizada, cabos e 
patches (Tabela 3.2, Tabela 3.3 e Tabela 3.4). Esta análise foi apenas realizada nas colónias com menor 
quantidade de células sem α-tubulina visível. 
Pelo facto da distribuição e tamanho dos microtúbulos variar consoante as diferentes fases do 
ciclo celular é possível identificar as várias etapas da divisão. 
Na fase G1 (Figura 3.9), no início do ciclo celular, o núcleo das células de levedura S. cerevisiae 
contêm apenas um corpo polar de fuso  (não observados na Figura 3.9) do qual surgem os 
microtúbulos112. Esta fase termina com o início da síntese do ácido desoxirribonucleico (DNA)112, a 
duplicação do corpo polar de fuso112,113 e a emergência da gémula112 (Figura 3.9). Em seguida, as células 
entram em G2 e os corpos polares de fuso afastam-se para formar um fuso curto. Simultaneamente, a 
gémula cresce ao longo do ciclo celular73,112 (Figura 3.10). Na metáfase o núcleo migra para o colo da 
célula e segue-se um alongamento do fuso bifásico73,112 (Figura 3.10). Na anafase (Figura 3.10), a 
divisão nuclear ocorre concomitantemente com o alongamento do fuso, os microtúbulos entram em 
contacto com a extremidade da gémula e vão encurtando à medida que o fuso se alonga28. A citocinese 
ocorre após a formação de um anel de quitina90 (não observado na Figura 3.11) e resulta na separação 




















































































Tabela 3.2 - Contabilização das estruturas do citoesqueleto (actina-F e tubulina), em microscopia de fluorescência, em células 











cabos de actina 
Ph-TRITC: 
Células sem 
cabos de actina 
GFP: 
Tubulina   
  n n % n % n % n % n % 
B 
Não tratado 569 483 85% 234 48% 286 59% 197 41% 516 91% 
DMSO 546 403 74% 206 51% 242 60% 161 40% 514 94% 
VX-661 703 644 92% 244 38% 354 55% 290 45% 644 92% 
VX-770 930 852 92% 362 43% 397 47% 455 53% 852 92% 
VX-809 732 640 87% 181 28% 230 36% 410 64% 699 95% 
 
Tabela 3.3 - Contabilização das estruturas do citoesqueleto (actina-F e tubulina), em microscopia de fluorescência, em células 











cabos de actina 
Ph-TRITC: 
Células sem 
cabos de actina 
GFP: 
Tubulina   
  n n % n % n % n % n % 
E 
Não tratado 909 895 98% 369 41% 459 51% 428 48% 895 98% 
DMSO 791 772 98% 314 41% 358 46% 414 54% 772 98% 
VX-661 637 624 98% 198 32% 197 32% 427 68% 619 97% 
VX-770 885 832 94% 202 24% 163 20% 669 80% 832 94% 
VX-809 868 821 95% 293 36% 297 36% 524 64% 821 95% 
             
F 
Não tratado 1183 1145 97% 428 37% 429 37% 716 63% 1145 97% 
DMSO 840 808 96% 345 43% 384 48% 424 52% 808 96% 
VX-661 1366 1322 97% 526 39% 577 44% 745 56% 1322 97% 
VX-770 1032 1002 97% 342 34% 353 35% 649 65% 1002 97% 
VX-809 943 914 97% 252 28% 270 30% 644 70% 914 97% 
 
Tabela 3.4 - Contabilização das estruturas do citoesqueleto (actina-F e tubulina), em microscopia de fluorescência, em células 











cabos de actina 
Ph-TRITC: 
Células sem 
cabos de actina 
GFP: 
Tubulina   
  n n % n % n % n % n % 
G 
Não tratado 1853 1817 98% 716 39% 1048 58% 769 42% 1817 98% 
DMSO 1456 1430 98% 538 38% 782 55% 648 45% 1430 98% 
VX-661 1964 1945 99% 714 37% 1176 60% 769 39% 1943 99% 
VX-770 1750 1719 98% 505 29% 758 44% 961 55% 1719 98% 
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Figura 3.9 - Esquema representativo da organização de α-tubulina, na estirpe selvagem, nas fases G1 e S do ciclo celular, e em 
células incubadas com o controlo (DMSO), VX-661, VX-770 e VX-809. Colónia (G), transformação 3. A primeira coluna 
representa a distribuição do núcleo e da α-tubulina durante o ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae (adaptado de Huisman 
and Segal, 200549; Shaw et al., 199773; Gibeaux et al., 2017114). A segunda, terceira, quarta e quinta colunas correspondem, 
respetivamente, as imagens de microscopia de fluorescência de células a expressar α-tubulina, DNA nuclear e mitocondrial, 
actina-F marcada com TRITC conjugada com faloidina e contraste de interferência diferencial. A última coluna corresponde à 
junção das imagens GFP (L5) e DAPI (A4). Estrela roxa: célula representada no esquema. Bola vermelha: antigo corpo polar 
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Figura 3.10 - Esquema representativo da organização de α-tubulina, na estirpe selvagem, na fase G2 e metáfase do ciclo celular, 
e em células incubadas com o controlo (DMSO), VX-661, VX-770 e VX-809. Colónia (G), transformação 3. A primeira coluna 
representa a distribuição do núcleo e da α-tubulina durante o ciclo celular de S. cerevisiae (adaptado de Huisman and Segal, 
200549; Shaw et al., 199773; Gibeaux et al., 2017114). A segunda, terceira, quarta e quinta colunas correspondem, 
respetivamente, as imagens de microscopia de fluorescência de células a expressar α-tubulina, DNA nuclear e mitocondrial, 
actina-F marcada com TRITC conjugada com faloidina e contraste de interferência diferencial. A última coluna corresponde à 
junção das imagens GFP (L5) e DAPI (A4). Estrela roxa: célula representada no esquema. Bola vermelha: antigo corpo polar 
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Figura 3.11 - Esquema representativo da organização de α-tubulina, na estirpe selvagem, nas anafase e telofase do ciclo celular, 
e em células incubadas com o controlo (DMSO), VX-661, VX-770 e VX-809. Colónia (G), transformação 3. A primeira coluna 
representa a distribuição do núcleo e da α-tubulina durante o ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae (adaptado de Huisman 
and Segal, 200549; Shaw et al., 199773; Gibeaux et al., 2017114). A segunda, terceira, quarta e quinta colunas correspondem, 
respetivamente, as imagens de microscopia de fluorescência de células a expressar α-tubulina, DNA nuclear e mitocondrial, 
actina-F marcada com TRITC conjugada com faloidina e contraste de interferência diferencial. A última coluna corresponde à 
junção das imagens GFP (L5) e DAPI (A4). Estrela roxa: célula representada no esquema. Bola vermelha: antigo corpo polar 







Após a análise dos resultados foi possível determinar várias condicionantes à eficácia e 
reprodutibilidade dos mesmos. Em primeiro lugar, a repetição de procedimentos experimentais requer 
condições idênticas, de forma a obter resultados que dependem apenas das variáveis em estudo. Neste 
trabalho são consideradas duas: o impacto dos moduladores CFTR na distribuição das estruturas do 
citoesqueleto (actina-F e tubulina), e a utilização de duas estirpes Saccharomyces cerevisiae, uma estirpe 
selvagem BY4742 (#406) e uma estirpe derivada isogénica (#93). No entanto, a variabilidade dos 
resultados obtidos pode ser explicada por diferentes variáveis daquelas em estudo.  
Das cinco transformações realizadas identificou-se um baixo número de colónias no meio 
seletivo CAA-URA (transformações 2 e 4), assim como uma diminuição no crescimento de colónias da 
estirpe isogénica (#93TUBGFP), comparativamente à estirpe selvagem (#406TUBGFP). Após a análise 
das células por microscopia de fluorescência foram identificadas três colónias da estirpe selvagem e 
duas colónias da estirpe isogénica com maior quantidade de células sem α-tubulina visível (entre 24% 
e 82%). Estes valores podem ter resultado da utilização de células velhas, com mais 30 d entre o 
descongelamento e a fixação.  
A variabilidade dos resultados é demonstrada pela heterogeneidade das curvas de crescimento e 
pela análise da distribuição da actina-F. Simultaneamente, são identificadas variações entre réplicas 
biológicas, ou seja, colónias transformadas a partir do mesmo grupo de células, no mesmo dia, cujos 
procedimentos experimentais foram realizados simultaneamente. As réplicas biológicas são importantes 
porque detetam a variação dos efeitos biológicos aleatórios115,116 permitindo avaliar a reprodutibilidade 
dos procedimentos experimentais117. Estas diferenças devem, por esse motivo ser mínimas. No entanto, 
o mesmo não se verificou, e as colónias das transformações 1 e 2 são exemplos desta variabilidade. Do 
mesmo modo, a heterogeneidade relativa ao padrão da distribuição da actina e das curvas de crescimento 
é evidente, entre colónias da mesma estirpe. 
A esta heterogeneidade de resultados podem estar associados o envelhecimento das células e 
erros técnicos executados durante o procedimento experimental. O envelhecimento das células de 
levedura condiciona a alteração de vários processos fisiológicos118, como o aumento da instabilidade 
genómica118,119, a acumulação de mutações aleatórias120, a diminuição da síntese proteica121 e a 
diminuição da resistência ao stress 118,119,121. Todos estes fatores contribuem para uma população celular 
heterogénea 119. 
Está descrito que enquanto as proteínas necessárias para a manutenção das funções básicas da 
célula (como por exemplo, proteínas expressas a partir de genes housekeeping) são expressas a taxas 
relativamente constantes entre células, o mesmo não se verifica em genes de resposta ao stress52,122–124. 
Adicionalmente está documentado o papel de diversas proteínas de ligação à actina83 envolvidas na 
resposta ao stress oxidativo78,125  e ao stress osmótico77. Não é possível descartar a hipótese no aumento 
de stress do meio pelo envolvimento das VX, e do papel das proteínas acessórias do citoesqueleto em 
resposta a este estímulo externo83,126. Desta forma, o envelhecimento das células pode condicionar o 






 A população celular de uma das colónias da estirpe selvagem é sensível 
aos efeitos de ivacaftor (VX-770) e lumacaftor (VX-809)  
Relativamente à utilização de DMSO como controlo, está descrito que este solvente orgânico 
tem baixa toxicidade e é utilizado como veículo para o tratamento celular com os moduladores VX107. 
Desta forma, permite diferenciar os efeitos causados pelo mesmo dos que são exclusivos das VX. O 
efeito nas células é mínimo devendo ser possível identificar semelhanças na variação da DO da cultura 
incubada com DMSO e na cultura sem tratamento. A leitura da DO de apenas uma cultura vai de 
encontro a este pressuposto (colónia G da transformação 3) (Figura 3.2). Nesta colónia, o aumento da 
DO na última leitura (24 h), comparativamente com a leitura às 3 h, pode indicar uma adaptação celular 
à exposição das VX. Ainda que não seja possível confirmar o mecanismo pelo qual ocorre esta adaptação 
celular, as alterações na distribuição da actina poderão constituir a chave para a compreensão do mesmo. 
Enquanto os patches distribuídos aleatoriamente estão associados a endossomas que levam 
informação do meio externo ao núcleo, os cabos despolarizados, pequenos e móveis estão associados a 
uma resposta celular ao stress. Após a análise dos resultados obtidos verifica-se a re-distribuição de 
patches e a despolarização e redução no número de cabos no córtex celular, que pode ocorrer devido a 
uma adaptação celular em resposta à exposição das células a ivacaftor (VX-770) e lumacaftor (VX-809) 
(Figura 4.1). 
 
Figura 4.1 - Esquema representativo da distribuição de estruturas de actina-F (patches e cabos) em células incubadas com 
tezacaftor (VX-661), ivacaftor (VX-770) e lumacaftor (VX-809), na estirpe selvagem. Na cultura de células incubadas com 
DMSO e tezacaftor (VX-661) identifica-se a polarização de patches e cabos, orientados em direção ao eixo da célula, e patches 
alinhados na extremidade dos cabos. Na cultura de células incubadas com ivacaftor (VX-770) e lumacaftor (VX-809) é 
identificada a despolarização de patches e cabos, assim como a redução do número de cabos. Esta padrão na distribuição de 
estruturas de actina-F é mais acentuada nas células incubadas com lumacaftor (VX-809). Colónia (G), transformação 3. 








Este resultado é esperado e suportado pela bibliografia que descreve o papel da actina na 
regulação de stress osmótico77, térmico129 e oxidativo78. A re-distribuição de patches pode estar 
associada a uma maior capacidade de comunicação entre a célula e os compostos ivacaftor (VX-770) e 
lumacaftor (VX-809).  
O segundo resultado que apoia esta teoria é a despolarização e redução de cabos. Em diferentes 
situações de stress verifica-se a re-distribuição e a despolimerização da actina-F, causada pela 
instabilidade dinâmica83. Este mecanismo de turnover característico dos filamentos de actina ocorre 
através da comunicação com diferentes proteínas acessórias como a cofilina. Esta proteína induz a 
despolimerização de actina-F e o aumento de actina-G no citoplasma130. A actina-G associada à cofilina, 
pode intervir no aumento da transcrição de genes que codificam proteínas de stress86,131,132, que por sua 
vez, têm um efeito protetor contra o mesmo133. 
Em embriões de Drosophila129, por exemplo, foi demonstrada que o stress térmico induz a 
resposta ao stress actínico (actin stress response - ASR) através do aumento da actividade de cofilina. 
Neste artigo a cofilina é referida como sendo essencial para a acumulação nuclear dos filamentos de 
actina, actina-G, em resposta ao stress celular134. 
A associação entre a presença de filamentos de actina nuclear e a transcrição de proteínas de 
stress está igualmente descrita em mamíferos130. De facto, foi demonstrado uma relação direta entre a 
redução de filamentos de actina citoplasmática e o aparecimento de filamentos de actina nuclear. No 
entanto, o método de deteção utilizado no artigo referido130 não permite distinguir entre as isoformas 
actina-F e actina-G.  
Apesar da literatura demonstrar um papel activo dos filamentos de actina na modulação da 
resposta celular ao stress em eucariotas, como leveduras e mamíferos, não é possível determinar, neste 
trabalho a veracidade deste pressuposto. A faloidina identifica, em microscopia de fluorescência,  apenas 
a marcação citoplasmática de actina-F, o que impede a deteção da forma monomérica actina-G, ou de 
polímeros de actina-F muito curtos131,133. 
 Os moduladores VX não afetam o ciclo celular 
A polarização das estruturas da actina é crucial durante o ciclo celular porque determina o local 
da gemulação e depósito de quitina para a formação do anel contrátil51,67,72,83. A análise da distribuição 
da actina-F identificou que as células são mais sensíveis aos compostos VX-770 e VX-809 
comparativamente com a cultura controlo (DMSO), verificando-se uma redução do número de células 
polarizadas (cabos e/ou patches) (Figura 3.3) sem alterações morfológicas visíveis em nenhuma das 
colónias obtidas. Comparativamente, em células mutadas em ACT1 são identificadas gémulas múltiplas 
e anormalmente alongadas condicionadas pela ausência de concentração dos patches no local da 
gemulação. 
Adicionalmente, nas leveduras S. cerevisiae, a função dos microtúbulos está associada à 
separação dos cromossomas durante a divisão celular73,88,90,135. A análise dos resultados não identificou 
nenhum efeito da exposição dos compostos na tubulina, mantendo-se a estrutura e a polaridade dos 
microtúbulos, assim como, a manutenção da estrutura morfológica das células ao longo das diferentes 
fases do ciclo celular. Pelo facto de existir uma estreita correlação temporal entre a progressão do ciclo 
celular e as alterações morfológicas de S. cerevisiae, e considerando os resultados da distribuição da 
actina (Tabela 3.2, Tabela 3.3 e Tabela 3.4), é possível concluir novamente que os compostos VX 
(10mM e incubação durante 30 min) não interferem no ciclo celular de S. cerevisiae. 
Apesar destes resultados serem específicos em leveduras S. cerevisiae, a elevada conservação 
das unidades estruturais dos microtúbulos entre levedura e eucariotas superiores51,69,70 permite extrapolar 
que o mesmo resultado seria esperado em mamíferos, não se identificando nenhum efeito da exposição 






Neste estudo foi possível verificar que os moduladores da fibrose quística, tais como ivacaftor 
(VX-770) e o lumacaftor (VX-809) induzem uma redistribuição de patches e despolimerização de cabos 
actina-F e um aumento da sensibilidade durante o crescimento celular. Este resultado pode estar 
associado a uma adaptação das células ao meio condicionada pela comunicação dos filamentos de actina, 
patches, entre o meio extracelular e o núcleo, e pelo aumento da transcrição de genes que codificam 
proteínas de stress. 
No entanto, este pressuposto é baseado em apenas uma colónia da estirpe selvagem #406 
(BY4742). Devido à variabilidade de resultados e à fraca eficiência da transformação, não é possível 
identificar e validar as alterações celulares induzidas pelos compostos VX na estirpe isogénica (#93). 
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 Anexo I 














18/04/2019 05/05/2019 25/05/2019 10/06/2019 06/07/2019 
(B) 
#406tubgfp_#2 
18/04/2019 05/05/2019 25/05/2019 10/06/2019 06/07/2019 
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#406tubgfp_#4 
18/04/2019 05/05/2019 25/05/2019 09/06/2019 13/07/2019 
(D) 
#406tubgfp_#5 
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(E) 
#406tubgfp_#1 
03/06/2019 08/06/2019 24/06/2019 30/06/2019 21/07/2019 
(F) 
#406tubgfp_#2 
03/06/2019 08/06/2019 24/06/2019 30/06/2019 21/07/2019 
(G) 
#406tubgfp_#4 
03/06/2019 23/06/2019 06/07/2019 14/07/2019 20/07/2019 
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#93tubgfp_#1 
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 Anexo II 
Tabela 7.3 - Intervalo de tempo entre os diferentes procedimentos experimentais da estirpe selvagem BY4742 (#406). 
Identificação das 
colónias 













células às VX 
Exposição das 







05 de Maio de 
2019 
17 d 20 d 16 d 26 d 
B 
C 
17 d 20 d 15 d 34 d 
D 
E 08 de Junho de 
2019 
5 d 16 d 6 d 21 d 
F 
G 
23 de Junho de 
2019 
20 d 13 d 41 d 6 d 
 
Tabela 7.4 - Intervalo de tempo entre os diferentes procedimentos experimentais da estirpe isogénica a BY4742 (#93). 
Identificação das 
colónias 













células às VX 
Exposição das 








26 de Maio de 
2019 
22 d 13 d 22 d 21 d 
K 23 de Junho de 
2019 








 Anexo III 
Tabela 7.5  - Leitura das curvas de crescimento. Valores normalizados e não normalizados da medição da DO 600 nm em três 
tempos diferentes das colónias A e B da transformação 1 (tempo 0: imediatamente antes da adição das VX às culturas, após 3 
h e 24 h de exposição). 





















0H 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 
A 
0 1 1 1 1 1 
3H 1.72 1.79 1.74 1.8 1.74 3 0.961 1 0.972 1.006 0.972 
24H 2.08 2.28 2.2 2.11 2.13 24 0.912 1 0.965 0.925 0.934 
B 
0H 0.875 0.875 0.875 0.875 0.875 
B 
0 1 1 1 1 1 
3H 2.11 2.27 2.16 2.09 2.11 3 0.93 1 0.952 0.921 0.929 
24H 2.75 2.75 2.71 2.89 2.69 24 1 1 0.985 1.051 0.978 
não-normalizado normalizado 
 
Tabela 7.6 - Leitura das curvas de crescimento. Valores normalizados e não normalizados da medição da DO 600 nm em três 
tempos diferentes das colónias C e D da transformação 1 (tempo 0: imediatamente antes da adição das VX às culturas, após 3 
h e 24 h de exposição). 





















0H 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 
C 
0 1 1 1 1 1 
3H 1.35 1.3 1.34 1.38 1.35 3 1.038 1 1.031 0.769 1.038 
24H 3.02 3.03 3.09 3.15 3.09 24 0.997 1 1.02 1.039 1.02 
D 
0H 0.776 0.776 0.776 0.776 0.776 
D 
0 1 1 1 1 1 
3H 1.3 1.29 1.3 1.36 1.32 3 1.008 1 1.008 1.054 1.023 
24H 2.88 2.89 2.78 2.89 3.06 24 0.997 1 0.962 1 1.059 
não-normalizado normalizado 
 
Tabela 7.7 - Leitura das curvas de crescimento. Valores normalizados e não normalizados da medição da DO 600 nm em três 
tempos diferentes das colónias E e F da transformação 2 (tempo 0: imediatamente antes da adição das VX às culturas, após 3 
h e 24 h de exposição). 





















0H 0.744 0.744 0.744 0.744 0.744 
E 
0 0 1 1 1 1 
3H 1.76 1.797 1.76 1.87 1.74 3 3 0.979 1 0.979 1.041 
24H 2.53 2.68 2.62 2.42 2.4 24 24 0.944 1 0.978 0.903 
F 
0H 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 
F 
0 0 1 1 1 1 
3H 1.7 1.74 1.71 1.69 1.701 3 3 0.977 1 0.983 0.971 
24H 
2.48 2.51 2.44 2.41 2.38 
24 












Tabela 7.8 - Leitura das curvas de crescimento. Valores normalizados e não normalizados da medição da DO 600 nm em três 
tempos diferentes da colónia G da transformação 3 (tempo 0: imediatamente antes da adição das VX às culturas, após 3 h e 24 
h de exposição). 





















0H 0.728 0.728 0.728 0.728 0.728 
G 
0 1 1 1 1 1 
3H 1.35 1.3 1.1 1.07 1.01 3 1.038 1 0.846 0.823 0.777 
24H 2.08 2.06 2.13 2.07 2.1 24 1.01 1 1.034 1.005 1.019 
não-normalizado normalizado 
 
Tabela 7.9 - Leitura das curvas de crescimento. Valores normalizados e não normalizados da medição da DO 600 nm em três 
tempos diferentes da colónia H da transformação 4 (tempo 0: imediatamente antes da adição das VX às culturas, após 3 h e 24 






















0H 0.752 0.752 0.752 0.752 0.752 
H 
0 1 1 1 1 1 
3H 2.06 2.01 1.95 1.94 2.07 3 1.025 1 0.970 0.965 1.030 
24H 2.81 2.87 2.98 2.88 2.97 24 0.979 1 1.038 1.003 1.035 
não-normalizado normalizado 
 
Tabela 7.10 - Leitura das curvas de crescimento. Valores normalizados e não normalizados da medição da DO 600 nm em três 
tempos diferentes das colónias K e L da transformação 5 (tempo 0: imediatamente antes da adição das VX às culturas, após 3 
h e 24 h de exposição). 





















0H 0.788 0.788 0.788 0.788 0.788 
E 
0 1 1 1 1 1 
3H 1.61 2.85 1.75 1.58 1.64 3 0.565 1 0.614 0.554 0.575 
24H 2.97 2.63 3.08 3.1 3 24 1.129 1 1.171 1.179 1.141 
F 
0H 0.684 0.684 0.684 0.684 0.684 
F 
0 1 1 1 1 1 
3H 1.46 1.26 1.34 1.36 1.41 3 1.159 1 1.063 1.079 1.119 









 Anexo IV 
Tabela 7.11 – Contabilização das estruturas do citoesqueleto (actina-F e tubulina), em microscopia de fluorescência, em células 

















Tubulina   




502 431 86% 306 61% 215 43% 423 84% 134 27% 
DMSO 660 550 83% 275 42% 293 44% 257 39% 277 42% 
VX-661 599 555 93% 283 47% 303 51% 252 42% 241 40% 
VX-770 824 728 88% 328 40% 335 41% 393 48% 370 45% 
VX-809 890 773 87% 282 32% 281 32% 492 55% 413 46% 




690 611 89% 288 42% 358 52% 253 37% 309 45% 
DMSO 632 528 84% 247 39% 339 54% 189 30% 339 54% 
VX-661 799 749 94% 111 14% 190 24% 559 70% 202 25% 
VX-770 830 813 98% 185 22% 331 40% 482 58% 375 45% 
VX-809 1160 1107 95% 291 25% 519 45% 588 51% 511 44% 




925 593 64% 216 23% 320 35% 273 30% 505 55% 
DMSO 758 575 76% 207 27% 287 38% 288 38% 411 54% 
VX-661 629 444 71% 163 26% 289 46% 155 25% 406 65% 
VX-770 644 491 76% 153 24% 177 27% 314 49% 487 76% 
VX-809 504 403 80% 116 23% 171 34% 232 46% 315 63% 
 
Tabela 7.12 - Contabilização das estruturas do citoesqueleto (actina-F e tubulina), em microscopia de fluorescência, em células 

















Tubulina   




1061 991 93% 511 48% 705 66% 286 27% 991 93% 
DMSO 1458 1397 96% 699 48% 1043 72% 682 47% 1397 96% 
VX-661 1271 1191 94% 633 50% 871 69% 320 25% 1062 84% 
VX-770 1006 925 92% 444 44% 551 55% 374 37% 925 92% 











Tabela 7.13 - Contabilização das estruturas do citoesqueleto (actina-F e tubulina), em microscopia de fluorescência, em células 

















Tubulina   




1054 1024 97 470 45 581 55 443 42 262 25 
DMSO 1579 1514 96 728 46 781 49 733 46 243 15 
VX-661 1529 1492 98 629 41 706 46 786 51 309 20 
VX-770 1698 1649 97 674 40 791 47 858 51 301 18 
VX-809 1509 1437 95 429 28 360 24 1077 71 307 20 




1113 1034 93 347 31 375 34 659 59 576 52 
DMSO 1010 898 89 335 33 334 33 564 56 585 58 
VX-661 1080 1036 96 415 38 488 45 548 51 586 54 
VX-770 1680 1582 94 600 36 613 36 969 58 918 55 
VX-809 1229 1155 94 352 29 339 28 816 66 638 52 
 
 
 
 
 
